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RESUMEN 

La radiación ionizante produce lesiones en el ADN, principalmente rupturas de banda 
sencilla y doble, así como daños diversos en las bases. Estos daños pueden ser reparados o 
procesados por diversos mecanismos controlados por diferentes grupos de genes. Dentro de 
estos, los genes rec tienen un papel importante, especialmente en la reparación de las 
rupturas dobles. 

Además de lo anterior los daños por radiación inducen la respuesta SOS, un 
conjunto de fw1ciones de reparación y tolerancia al daño genético que también puede 
activarse cuando se interrumpe la duplicación del ADN. En ambos casos se inicia la 
expresión de aproximadamente 20 genes que participan en diferentes funciones celulares 
como, la filamentación, la duplicación estable, los mecanismos de reparación por escisión y 
por recombinación, la inducción de profagos y el aumento de las tasas de mutación 
espontánea e inducida. El grado de inducción SOS depende de la cantidad y la magnitud del 
dado en el genoma y puede cuantificarse por colorimetria mediante la técnica denominada 
cromoensayo (Cromotest). 

Utilizando esta prueba se determino la respuesta SOS producida por la radiación 
ioni7.ante en cepas de /::schericl11a co/i deficientes en genes de recombinación (recJ y recO) 
y de protección contra oxidación ( o.\'.l'R), para establecer su participación en la protección o 
reparación del ADN y por consiguiente en la sensibilidad a la radiación. 

Los resultados obtenidos en las cepas construidas por ese propósito, indican que los 
genes recJ y recO tienen un papel importante tanto en la supervivencia celular al dado por 
radiación ionizante. como en la generación de la señal de inducción necesarias para que se de 
la respuesta SOS. En cambio, contrariamente a lo esperado, la deficiencia en oxyR no parece 
tener gran relevancia en la supervivencia a la radiación. 

En base a Jo anterior se plantea un posible modelo cuya propuesta es que el producto 
del gen recJ colabora con otras exonucleasas como recBCD en la degradación de las 
rupturas dobles transformandolas en regiones de una sola banda y que el de recO desplaza a 
la proteina SSD, pcnnitiendo que el iniciador de SOS, RecA, se adhiera a esas regiones para 
degradar al represor LexA y pueda así comen7.ar la transcripción de los demás genes SOS. 
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INTRODUCCION 
1) IIlSTORIA DE LA RADIOACTIVIDAD. 

Los hallazgos de Rocntgen sobre los rayos X, de Becquerel sobre el uranio y Pierre y 
María Curie con el descubrimiento del polonio y radio, sentaron las bases para el 
conocimiento de la radioactividad. (Casarett, 1968). 

En 1895 Roentgen estudió las descargas eléctricas en un sistema de rayos catódicos 
y notó la producción de fluorescencia en algwias placas de bario adyacentes. Notó que estos 
rayos viajan en linea recta y que atravesaban algunos materiales y otros no, descubriendo los 
rayos X. (Casarett, 1968). 

Posteriormente, en l 8CJ6 Henry Becquerel, estudiando la fluorescencia de sales de 
uranio ei."Jluestas a rayos solares obseivó que dichos cristales ennegrecfau wia placa 
fotográfica. Mas tarde guardó una pequeña cantidad de sales en un cajón, sobre otra placa 
fotográfica y al revelarla después obsetvó que se ennegreció la zona en donde se encontraba 
la muestra. Pierre y Marie Curie en l 898 reunieron los resultados de Becquerel y llegaron a 
la conclusión que los rayos de uranio eran característicos para este elemento, descubriendo 
la radioactividad natural. (Casaren, 1968). 

La radioactividad se define como la desintegración espontánea de los átomos de 
ciertos elementos, con la emisión simultánea de radiación electromagnética o de partículas 
(Casaren, 1968). 

TIPOS DE RADIACION 

El témliuo radiación indica un fenómeno fisico en el cual la energía atraviesa el espacio. 
La radiación juega uu importante papel en los procesos biológicos y en la evolución de la 
vida en el planeta. De acuerdo a su energía la radiación puede ser : 

I 
I 

RADIACION. 
1 

1 
1 

I 
Ionizante 

Electromagnética : Rayos cósmicos, gamma, y X. 
I 

1 
1 
Corpuscular : Partículas alfa, beta; protones 

neutrones, y otros núcleos de átomos 

No Ionizante··· Eleclromagnétieat Luz ultravioleta, visible, 
infrarroja, ondas de radio. 



Radh1clón Ionizante. 

Las radiaciones ionizarucs son fotones o panículas con energía de unos pocos Kcv* 
a cientos de Mev••. lo que es suficiente para 11rovocar la safüla de electrones orbitales de 
los átomos del material que atraviesa. 

Radiación Ionizante Electromagnética. 

La radiación ioni7.aute electromagnética consiste de paquetes o cuan.tos que contienen y 
transponan w1a cantidad discreta de energía. que no poseen m~sa en reposo ni carga e 
independientemente de su energía, se mueven en el vacío con la velocidad de la luz (J X 
JO' 111/seg). (Casarett, 1968). · · 

La radiación gama se produce cuando el ni1cleo atómico libera e1icrgla para estabilizarse, 
a diferencia de los rayos X que se producen anificialmente cuan.do panículas· cargadas 
inciden sobre un blanco apropiado. La radiación gama' y los. rayos X se presentan entre 
longitudes de onda de 10·11 a 1 O "'cm. (Figura 1) (Casarett, 1968). 

Lon;ftud do onda (c111) 

10-'T ·Í.0
5

1· .. 'º.~ .. ~ 10· .. ll, 10 1 1 - 1 1- 1 

Rayos X Vlalble 

_Fl_•_Yº_•_e_am_ª _ _.· ·. ¡-2/ I Íntr;,rroJo 1 r .. · Onda• ele radio 1 

. Ultravioleta 

'7 6 • 3 ·I -3 ·S ·7 ·9 ·11 
10 10 10 10 10 10 10 10 10 ' 10 

-+-1 -t-1 --+-1 -f-f-. -+1--111--1 1 1 1 
Energla del fotón (ev} . 

•'igura 1. Longitudes de onda y de energía. de la radiación electromagnética 
(Casarret, 1968). ___ _ 

Según la energía de la radiación y el tipo de. material que atraviesa, se pueden 
producir los siguientes efectos : 

h'..iloelec1ronvoltios (tú~\·J 
Megaerectron\'Oltios (Mev) 
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Erecto fotoeléctrico. En este caso, toda la energla del rayo o fotón se transfiere a un 
electrón, sacándolo de su órbita. 

F.íccto Compton se presenta con fotones de mayo.r cnergia. de tal manera que parte 
de ésta se pierde al ser e~vulsndó un electrón y el resto ·se disipa en un fotón· secundario, con 
longitud de onda mayor. · · · 

La Jlroducción de JIU res ocurre con fotones de alta .~~rgía que al int,eraccionar con 
el núcleo, desaparecen exJlulsando simultá1ieamente un positrón y un electrón. (Figura 2) 

--<:>--, - · .· -~!:'i!-:.-;. ..... 10 

¿9 '?. -· ~---.,>.,::; ...... ~·-. -·-~·~~. :. ·./r;_."1 .. · . ··. • . . . " 
~_;¡;;::-~.;.---~ o· .··o 

t ,.._ -.....:::: _ / Fató~ ,..._ -._ ~ • ~ 
"-'·. - C.• 1nc:.1c:1,..r,t.e "-'.... _ ,.,..,,,.· 

~e;:.~-:,.,;·..,--<..~...... '--<:)-- fil"-
e., .. of'o ltCI •-trOf'"I 
,.~~01..,.1.S,o~rloc:s E'ecf'o comp"f:~n 

o~--=.,._ 

/~-... 

Producctón de p~res 

Figura 2. Jonización del material por radiación electromagnética (Casarret, 1968). 

Radiación Corpuscular. 

Este tipo de radiación posee masa y energia y aw111ue su poder de penetración es 
relativamente peqneño, produce en cambio gran cantidad de ionizaciones al interactuar con 
la materia. 

Las panículas alfa son núcleos de helio constituidos por dos neutrones y dos 
protones, lo que les da una doble carga de carácter positivo c2• J. Esto propicia una 
atracción electrostática muy marcada hacia los electrones e:<teriores de los átomos a los 
que se acercan, provocando entonces que se exciten y cambien de orbital. A lo largo de su 
trayectoria, la partícula alfa va perdiendo velocidad, al tiempo que aumenta su poder de 
íoní7.ación ya que cada vez va cediendo mayor energia a la materia hasta perderla 
totalmente. Esto se observa en la curva de Bragg. (Figura 3) 
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Figura J. Curva de Dragg (Casarret, l 968). 

La radiación beta consiste de partículas emitidas por el núcleo que según su carga se 
denominan positrones (carga positiva) ó negatrones (carga negativa). Su velocidad, similar a 
la de la luz. dificulta la interacción con los electrones orbitales de los átomos a los que se 
a11roximan, por lo que su penetración en la materia es mayor (Casarett. l9b8). 

DOSIS 

La importancia de la radiación radica en la cnergia que lleva y asi. la dosis se 
define como la cantidad de energía que se absorbe o deposita al pasar la radiación por un 
malcría l. 

UNH>ADES DE DOSIS 

Para estudiar y entender los efectos de la radiación ionizante en los sistemas 
biológicos, se han propuesto distintas unidades de radiación y se han definido términos 
necesarios para explicar los efectos de ésta sobre 1a materia \'ÍVa. 

Curie (Ci). Es una medida de ac1ividad. que indica la tasa de decaimiento de un 
elemento radiactivo y su equivalencia C.'- <le 3. 7 X 10 1

" desintegraciones por minuto. Esla 
unidad ya hn sido sustituida por el becquerel (81¡) que se define como el número de 
trnnsfüm1acioncs nucleares t}\I\! ocrnTcn en una cantidad dl!tenninada de material por unidad 
de !icmpo. Equivale a J.7 X IO'" llq por Ci. (C"'arcll. 1%8). 
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Rocntgcn (R). Es una unidad de cxpos1cmn y se refiere a Ja cantidad de iones 
producidos en el aire por Ja radiación electromagnética. Se defmc como la exposición a 
rayos gamma o X que producen wia unidad de clec1ricidad de cualquier signo en 1 cm de 
aire seco. Esta unidad sólo se utiliza para Ja radiación electromagnética. {Casarett, J 968), 

R11d. Esta unidad determina Ja cantidad de energía que absorbe el material sobre el 
que incide Ja radiación y equivale a 100 ergios de energía disipados en 1 g del material 
irradiado, sin importar el tipo de radiación. En la actualidad se substituye al rad por el gray 
{Gy) que se define como Ja absorción cu 1 Kg de material, de 1 joule de energia y tiene una 
equivalencia de 100 rads. (Casarett, 1968). 

Rcm. Es w1a unidad de dosislequivaleucia. ya que una misma dosis de rads tiene 
distintos efectos biológicos segim el ti110 de radiación. En protección radiológica se toma la 
dosis absorbida en rads. multiplicada por el LET y por el factor de calidad, específico para 
cada tipo de radiación. Esta unidad ya se sustituyó por el sievert {Sv) que se define como Ja 
cantidad de energia necesaria para producir en O.O 1 g de material, el mismo grado de daño 
que una radiación de referencia y equivale n 100 rems. {Casarett, 1968). 

LET.Es In transferencia lineal de energía y se refiere al promedio de energía 
depositada por Ja radiación en 10 1 nm. (Casarett, 1968). 

EFECTOS BIOLOGICOS POR RADIACION IONIZANTE 

Al penetrar Ja radiación en la materia interacciona con ésta, produciendo en última 
instancia fenómenos de ionización y de excitación atómica o molecular, que producen la 
rupturn de enlaces químicos alterando las especies químicas presentes y aún produciendo 
otras nuevas. De lo auterior resultan cambios que afectan a las estructuras celulares. El 
efecto que tiene la radiación ionizante en el organismo puede ser directo ó indirecto, el 
directo se refiere al daño que provoca la radiación al incidir sobre la materia viva. El 
indirecto es causado por los productos de la radiólisis del agua, como son Jos iones (H•, 
OH-. H2) y los peróxidos (lbül) que interactúan con el ácido desoxirribonucléico ( ADN) 
y otras moléculas (Cassarct. 1%8; Hurts y Nasim, IQ84). 

En consecuencia la radiación puede afectar a los componentes celulares asi como al 
ADN y son las lesiones en é~1c las que. si permanecen. tienen consecuencias no sólo en la 
célula sino en sus desccndienlcs. Al dañarse el ADN se pueden producir tres eventos finales 
: recupcración total al dal1o. mutaciones y muerte celular. De esta manera se debe de 
mante11er integra la estmctura de la molécula, porque en ella se encuentra la información 
genética que detcnnina las caracteristicas de la especie y es necesario que se duplique 
fielmente. 
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2)ADN 

Estructura de la molécula de ,\DN. 

En la molécula del ADN se encuenlrn la infonnnción que de1ennina las 
características metabólicas y eslructurales de los seres vivos. El ADN consla de dos largas 
cadenas complemen1arias en posición antiparalela y cada una de ellas es a su vez un 
polímero cons1ituido por ctrnlro unidades diferentes, los nucleótidos. Estos nucleótidos están 
fonnados por una base nitrogenada. un azúcar 11ue es fl-D-2-desmdrribosa y un grupo 
fosfato, wiidos estos dos últimos por enlaces fosfodiéster. (Howard y Flanders. 1981 ). 

Existen cualro tipos diferentes de bases nilrogenadas : 2 purinas ndenina (A) y 
guanina (G) y 2 pirirnidinas timina ('f) y cilosina (C). (Figura 4) Las bases de tma y otra 
cadena se unen en1re sí en forma específica medianlc puentes de hidrógeno, así la adenina se 
une con la timina y la guanina con la citosina. Esta unión es fundamental para la 
trascripción, duplicnción y recombinación del ADN (Howard y Flanders, 1981; Klug y 
Cummings, 199 1 ). (Figura 4) 

Figura 4. Representación esque111ilt1ca de la doble hélice de ADN. 
(a) Doble héhce de ADN. (b) Representación anliparalela de la doble 
hélice. (e) Puentes de hidrógeno entre nucleóudos (Klug y Curnmings, 
1991). 
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La información del ADN está detcnninada por las secuencias.de bases a lo largo de 
las cadenas, fom1ando palabras de tres letras, denominadas codón~ Cada· uno corresponde a 
alguno · de los diferentes anúnoácidos que constituyen. las proteínas, producto de la 
transducción del mensaje genético (Lehninger, 1980) . · · 

No obstante como. puede haber 64 combinacioriés diferentes de bases Y. solamente hay 20 
aminoácidos existen por lo menos 2. codones diferentes' para 'cada uno. A esto se le 
denomina código o clave dcgenéradn o rcdúndante: (Lehninge~; 1980) 

Daños al ADN. 

El ADN es una nlltcromolécula muy estable con alto grado de fidelidad 
especialmente durante la duplicación. Sin embargo por su conformación, está propensa a 
cambios originados por w1a gran variedad de agentes ñsicos, químicos y biológicos del 
ambiente, que modifican la información genética.( Kushner, 1987). 

Por ejemplo, la radiación de longitud de onda cercana a los 260 nm provoca daños 
como la unión de dos bases pirimidicas (timinas) adyacentes en la misma cadena, a través de 
la saturación de los dobles enlaces entre los carbonos 5 y 6, dando por resultado una 
estructura en forma de anillo de cuatro carbonos, que se conoce como dímero de pirimidina 
(Friedberg, 1985; Kushner, 1987; Klug y Cununiogs, 1991). (Figura S) 

Figura S. Fonnación de dímeros de timina inducidos po 
luzUV(KlugyCummings, 1991). 
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Daños al ADN 1mr radiación Ionizante. 

Como se mencionó anteriom1ente, los efectos de' la rad,iaciÓn' ionizante sobre el 
organismo, pueden ser direclos e indirectos, pero en ambos casos consisten en danos en las 
bases y mptura en los enlaces glucosídico y fosfodiéster: (Hwt~ y Nasim, 1984 ). 

A1>roximadamente el 20 % de los radicalc~ OH; producto,de,la'rndiólisi~'del agua, 
reaccionan con el ADN, produciendo rupturas en los enlaces fosfodiéster que se traducen en 
interrupciones en la continuidad de una o ambas cadenas 'de la doble hélice, (Figura 6) 
(Huns y Nasim, 1984). 

1 1 
--e --C 

1 1 
C--H + .OH => c. + H20 

Figura 6. Reacción de hidrólisis. Los radicales OH reaccionan con cualquier 
carbono de la dcsoxirribosa, sustrayendo w1 átomo de hidrógeno 
para fommr w1a molécula de agua (Huns y Nasim, 1984 ). 

Las rupturas de dos bandas se producen al romperse simultáneamente sitios opuestos 
en ambas bandas y son menos frecuentes que las rupturas de una sola banda. La frecuencia 
de rupturas dobles en relación con las sencillas es menor al 5% a radiaciones de bajo LET. y 
se incrementa a medida que aumenta el LET (Huns y Nasim, 1984 J. 

Los danos a las bases se presentan al reaccionar los radicales hidroxilo, producto de 
la radiólisis del agua con las bases. (Huns y Nashn, 1984). (Figura 7) 
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Figura 7. Daños a las bases. Los grupos OH atacan a los enlaces 5' ""6'de las 
bases (Huns yNasim, 1984). 
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3) MECANISMOS DE CONSERVACION DE LA INFORMACION 

Dado que el ADN contiene la infom1ación genética, es vital que los organismos 
tengan 111 posibilidad de reparar los daños que se producen en esta molécula y así rnantcncrla 
intacta hastn donde sea posible. Para esto se cuento con diversos sistemas de protección y 
reparación (Sanear y Sanear, 1988). que pueden clasificarse en : 

Fotorreactlvac16n. 
I 

J\lccanismos 
especificos 

I \ 
I Respuesta adaptativa. 

I 
I 

1) Mecanismos de eliminación del daño 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 

Mecanismos 
inespecificos 

\ 
Reparacióll por escisión de 

·. nucléotido1 (REN). 

Reparación por Recomblnaci6n. 1 . •. . . 

2) Mecanismos de restitución de la información . 
\ . 
Reparación dedl~parldades en el ADN. 

' :·· .. 

3) Mecanismos de eliminación y de tolerancia al daii~ .:_g¡~Íeni~sos. 
, .. :.':,_ - >· < : 

. Respues~· al estrés ~xidatlvo. 
I . 

4) Mecanismos de protecdón y reparación del daiio 
\ 

Respuesta al choque térmico. 
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l\fcc11nismos es11ecíficos de eliminación del daño al ADN 

Este tipo de mecanismos de reparación son específicos para un detenninado daño en 
el ADN. ya que reconocen solamente cicnas lesiones muy particulares. Dentro de estos 
mecanismos se tiene n Ja respuesta adaptativa y a la fotorrcactivación. (Allan ·y Gamer, 
1994), 

Rcs11uesta Ada11tativa 

La respuesta adaptativa es un mecanismo que actúa sobre Ja 0-6-alquilguanina, que 
es uno de los productos originados por el tratamiento de la célula con agentes alquilnntes, 
como la metil-nitro-nitrosoguanidina (MNNG). La enzima que repara este tipo de lesiones 
es la 0-6-alquilguanina-alquil-transferasn (A Tasa), que reconoce como sustratos a la 0-6· 
etilguauina o a la 0-6 metilgunninn, y transfiere el grupo alquilo en In posición 06 de la 
guanina n la cisteína que forman pane de sí misma, dando como resultado la eliminación del 
daño. Una vez captado el grupo alquilo, se inactiva la enzima por Jo que cada molécula de 
alquilguanina requiere de una molecula de 0-6-alquilguaninn-nlquil-transferasa. (Friedberg, 
1985; Allan y Gamer, 1994). 

Fotorreactivación 

La fotorreactivación es llevada a cabo por una enzima, Ja ADN·fololiasa, que elimina 
Jos dímeros de pirimidina producidos por la luz UV de onda corta, por ruptura del anillo 
ciclobutano con Ja absorción. de un fotón de longitud de onda de 260 nm, correspondiente a 
la región azul del espectro visible (Paterson y Gentner, 1984; Myles y Sanear, 1989). Esto 
ocurre en dos etapas. Primero se tute la enzjma al sitio donde se encuentra un dímero y 
despúcs, al incidir la luz de longitud de onda adecuada, se produce la ruptura del anillo de 
cuatro carbonos, quedando las dos pirimidinas originalcs.(Figura 8) (Friedberg, 1985; Myles 
y Sanear, 1989; Klug y Cummings, 1991; Allan y Gamer, 1994 ). 

1 1 l l 1 1 1 1 1 1 ' 
l5 AUN ............ u ... U.u y llbe1aolñn 

c.h .. • IQ. unrlma 

Figura 8. Reparación fotoenzimática (Friedberg, 1985). 
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Mecanismos ines11ecíficos de eliminación del daño en el ADN 

Este tipo de mecanismos se clasifican como inespecíílcos ya que pueden intervenir en 
la reparación de diversos tipos de dnilos mediante escisión y eliminación del tramo de ADN 
alterado y posterior restitución del mismo a su forma original. Se conocen dos tipos de 
reparación por escisión. eliminaciónde bases (REB) y eliminación de nucleótidos (REN). 

Re11aración por Escisión de Bases (RED) 

Este proceso se efectúa con la participación de glucosidasas de ADN y 
endonucleasas AP. El primer 11aso consiste en la remoción de la base dañada a través de la 
acción de wia glucosidasa, que corta la unión N-glucosidiea entre azúcar y base, originando 
un sitio apurinico o apirimidinico (sitio AP), según la hase que se trate. Los sitios AP, que 
también pueden formarse por la hidrólisis espontáuea de la ligadura N-glucosidica, son 
reconocidos por enzimas específicas (endonucleasas Al') que cortan las wiiones fosfodiéster 
a ambos lados dejando un espacio que puede ser a su vez, extendido por acción de algmia 
exonuclcasa celular. De esta manera se crea un hueco que posterionnente se rellena por 
acción de la polimerasa 1 del ADN. que remplaza a los nucleótidos eliminados tornando 
como modelo a la cadena complementaria. Por último, la ligasa de ADN cataliza la 
formación de los enlaces fosfodiéster tanto del lado 3' como del S' de la región substituida. 
(Kushner, 1987; Myles y Sanear, 1989; Allan y Gamer. 1994) 

Reparación por Escisión de nucleótidos (REN) 

El mecanismo es muy similar al anterior, sólo que en este caso no intelVienen 
glucosidasas sino un complejo enzimático que reconoce la lesión, muy probablemente por 
las defom1aciones que a consecuencia de ésta se producen en la estmctura tridimensional del 
ADN. 

La reacción se efectúa en \'arias etapas y está cataliza<la por el complejo enzimático 
UvrABC. En la primera parte. un dímero de Ja enzima l'\·rA. se une de manera inespecifica 
al ADN datiado fomiando un complejo ine<table. En seguida se tme la proteina Uvrll. 
incrementando la estabilidad del complejo ADN-UvrA y la especificidad por el sitio dañado. 
Una vez localiz..ado el daño, inti:rvicnc una tercera proteína. llvrC que al unirse al resto 
rompe la octava ligadura fosfodiéster en el lado S' del sitio datiado y la cuarta o quinta del 

,lado 3'. Este complejo de tres proteínas, llvrA, llvrll y livrC permanece unido al ADN 
hasta que por acción de la hclicasa 11 del ADN (llvrll) se lihcrn junto con el oligonucleótido 
que incluye la región datiada (Figura 9) (Ftiedbcrg. l'l8). Sanear y Sanear, 1988; Myles y 
Sanear, 1989; Allan y Gamer, IQ<J~). El espado lihrc que queda'º llena en fonna similar a 
la descrita para REll. 
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Mecanismos de restitución o substitución de la Información 

Reparación por Recombinación, 

La recombinación es el proceso por el cual se intercambian fragmentos de ADN 
entre cromosomas homólogos (Weinstock, 1987). La recombinación se inicia cuando por 
acción de alguna helicasa como RccBCD. la molécula de ADN se abre y empie7,an a 
separarse las dos cadenas. Al llegar a un sitio especifico se corta una de las bandas por 
acción e"onucleolitica de la misma enzima. dejando así un extremo 3'· OH libre. Este 
continúa alargándose a medida que se separan las dos hebras y con la ayuda de otras 
enzimas específicas (RecA ?). se traslada hasta donde se encuentra la otra copia de ADN, 
uniéndose entonces con la secuencia homóloga por la acción de la ligasa del ADN. De este 
modo cada molécula <¡ucda con u11 tramo de la oira. El proceso depende de la actividad de la 
proteína RecA (Fig. 10) (llrmard y Flandcrs, IQ81: Stahl, 1987; Kushucr, 1987; Sanear y 
Sanear. 1988; Myles y Sanear, 1989; West, 1992) Hay cierto tipo de lesiones que inhiben o 
bloquean la duplicación de ADN (por ejemplo los dímeros de pirimidina) y cuando la 
polimcrasa del ADN encuentra este tipo de anomalias en la hebra que sirve de molde, deja 
de insertar nucleótidos y continua con :-.11 lahor mol!'< adelante. quedando un hueco justo 
enfrente de donde se localiza el daño; este tipo de daños pueden ser reparados por 
recombinación, (Figura 1 O) 
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fiigurn 1 O. Mecanismo de reparación por recombinación (Friedberg, 1985). 

Re¡1aración de Disparidades en el ADN 

Es WI sistema de reparación que elimina los errores que pueden ocurrir durante la 
síntesis de ADN. (Modrich, l 99 I ). El sistema está activo durante el metabolismo nomial de 
la célula, eliminando las disparidades G-T, A-C, A-A y G-G, para ello se encuentran 
implicados los productos de los genes ,\futH, M111L, MutS (Modrich, 1991 ). 

Afutl/ se une a la secuencia GATC que se encuentra metilada y va a proporcionar el 
substrato para las proteinas M111S y Mutl, M111S va a proporcionar estabilidad al ADN, 
promoviendo la fom1ación de una estmctura de asa en fomia de alfa (u-shaped loop) y 
A1111L al parecer participa en la serial de transducción entre .\fur/f y M111S (Myles y Sanear, 
1989; Modrich, 1991 J 
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Mecanismos de cllmi11ación y lulcrancla al dnño 

Sistema SOS. 

En 1%5, investigadores de la Universidad de California que realizaban estudios de 
recombinación genética, aislaron mulantes de Escherichia coli cuyo ADN no efecluaba la 
recombinación y auibuycrou Ja falla a un gen al que llamaron recA. Más adelante observaron 
que en las células lisogénicas, dcfcc1uosas en n 1cA. no se inducía el fago lambda aún cuando 
se e~l'usierau a fo luz UV, concluyendo que dicho gen era también necesario para la 
activación de algunos profagos (Howard-rlauders, 198~ ). 

Años después se llegó al conoci111icnto de que los mismos mecanismos que inducian 
a los fagos en células lisogénicas irradiadas. estimulaban Ja sinlesis de enzimas involucradas 
e11 la reparación del ADN e inlermmpian la duplicación y división celular, de tal modo que la 
célula se alargaba en vez de dividirse~ incrementaban la tasa de mutación y estimulaban Ja 
síntesis de una proteína conocida en at¡uel entonces como la proteína X. Parecían ser 
reacciones a Wla situación de emergencia. así que en 1 cns Radman les dió el nombre de 
"respuesta SOS" para de;1acar el hecho ele que sólo se aclivaba cuando el daño en el ADN 
era tal que, al bloquear 1empornlme111e la duplicación generaban esa situación de emergencia 
en la célula cuya finalidad era Ja de incremenlar la probabilidad de sohre\'i\'Ír al daño. 

El sis1c111a SOS se encuentra confonnado por aproximadamente 20 genes 
involucrados en diferentes procesos celulares. La inducción de este sistema c~1á controlada 
por los produclos de Jos genes recA y lexA de los que a su vez depende Ja transcripción del 
resto, incluyendo la de ellos mismos. 

En condiciones normales el producto de /exA. la proteína LexA actúa como represor 
de todos los genes SOS, al penuanecer unida a una secuencia común a todos ellos, Jos 
operadores SOS (Walker, 11187). De esta manera inhibe casi io1almente la transcripción. sin 
embargo, algunos genes se C\'J'resan en forma le\'e y los productos alcanzan niveles 
irnponanles para Ja célula (Walker. 1987). 

Las regiones del ADN donde falla uno o más nucleútidos, es decir tramos de una 
sola banda al parecer son suficientes para acli\'ar a Ja proleina RecA. Esta adquiere además 
de sus funciones nonnales de recombinación Ja de proteasa, actuando como cofactor en Ja 
digestión del represor LexA. 

La degradación efe Le.xA pcm1itc qu~ se C:\.prcse el resto de los genl.!s y que las 
fw1ciones SOS comiencen a manifestarse. Entre los genes acti\'ados están lexA y recA 
(reguladores del sistema): su/A y sulB. que inhihen la di\isión celular; 111·rA, uvrB, uvrC, 
11\'l·D y rec,\' rcsponsahJes de Ja reparación. Cstc último participa en la reparación de 
rupluras dobles: 11/Ull n y (' lfUC pcrmilcn la ~llllt!!\¡, de ADN. a pesar de las lesiones. Jo que 
conduce a un aumcnlo en la frci.:uencia di! mutadon l\dl!ltlá~ hay otro-:; genes llamados d111 

(damagc inducihlc) cuyas flmi.:ionc.; lot..1:1\Ía 110 :ir.e i..·onnccn (Kcnyon. 1983: \Valkcr. 1987~ 
Dcvoref. ICJQ2). (/na \'C/ rcparndo d da!h1 .. e picnic Ja serial de indu1.:dú11. RccA rcgrcs.:1 a 
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sus funciones normales. aumentan los niveles de LexA y se reprime todo el sistema. (Figura 
11) (Walkcr, 1987; Myles y Sanear, 1989; Devoret. 1992). 

La consecuencia final de SOS es una mayor tolerancia al daño, aunada sin embargo, 
a un aumento general en la frecuencia de mutaciones pero que incrementa la probabilidad de 
supervivencin celular. 

e~_,~ ________ _.._ 

e 

-'D~ dallado 

T 
$e11~i ( ... 916~-d~ una banda) 
lnduc:ton1.-

Proteasa. F\.aoA activada 

.. . ~ ,J,' ' 

: f'.90.A 

0..------1-------. 

.· .·· .·;l .. · ... 
·'.Diamtnuoión en:.••·nlvet de·· 

:."¡Jfutei!a.sa · .:·¡ ·:: : .. :¡.;·; ·: · . :.: ·· · · · · 
. .:.:r.:::.:.: 

. ••><A 

Dl1mlnucld11 en el ·11Nel de 
lli seila\ irtdÜCté:t"-. · · 

r 

reparación det ADN y 
otras funciones SOS 

¡- figura 11. MODELO DEL-SlSTEMA REGULADOR sm;~--. -¡ 
. A) Estado en crecm11ento nonnal de las cc1ulas. 8) Trans1eton al estado tnducrdo. ¡· 

'C) Estado inducido, D) Trans1c1on al estado nonnal de crecimiento (Littlc y MoWlt. 1982). 
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1\1 ecnnismos de protección y ¿reparación? del daño 

Respuesta ni Estrés Oxidativo. 

Los organismos que u1ili1.an el oxígeno se exponen 11 los productos que resultan de 
las reacciones de este elemen10 durante los procesos nonnales de respiración. Estos pueden 
ser peróxidos principalmente (H202) y diversos radicales como el ion hidroxilo (OH). Estos 
pueden a su vez oxidar a diversos componentes del ADN y de la membrana celular, así 
como a las proteínas y los lípidos (Chris1111an el al., 1985; Dcmple, 1991). El estrés 
oxidativo se define como la condición en la cual el equilibrio entre la producción de especies 
que reaccionan con el 02 y las defensas anlioxidanles se altera, produciéndose 
modificaciones o daños en las funciones celulares (Lafleur y Relel, 1993 ). 

Para hacer frente a esta situación, los organismos cuentan con sistemas que 
contrarrestan ese desequilibrio. En algunas baclerias como E. col/ o Salmo11el/a 
typhimurium se observa una rc•11uesta que se traduce en mayor resistencia a diferentes dosis 
de peróxidos, acompallada de un aumento en los niveles de diversas pro1eínas y enzimas 
(Christman et al., 1985; Goerlich el al., 1989). El sistema más conocido es el controlado por 
el gen o>J•R en S. typhimurium y E co/i que regula en fomia positiva la transcripción de 9 
pro1cinas {peroxidasas, catalasas, etc) y prolege a la célula contra radicales oxidanles 
(Christman et al.,1985; Slorz et al., 1990). 

Respuesta al Choque Térmico. 

Es el mecanismo que prolegc a la célula con1ra los daños por un aumento excesivo 
en la temperatura. En el hombre y otros organismos se ha observado que al haber un 
ascenso en la temperalura, se produce 1111 aumento en la síntesis de proteínas. En E. co/i. 
existe un impo11an1e mecanismo de protección (Yura et al., 1993), la respuesta al choque 
ténuico, controlada por el gen htpR c1ue es W1 regulador positivo de 19 genes como rpoD, 
que codifica para la suhunidad sigma (7t) de la polimerasa del ARN (Christman et al, 1985; 
Masaaki el al, 1994). 

La inducción de este proceso es inmediata al aumc1110 en la temperatura y tarda 
desde w1os cuanlos segundos hasta 5 minutos, para empezar a declinar aproximadamente a 
los 20-30 minutos. (Yura et al.. 1993 ). Enlrc las proleinas que participan en la tolerancia a 
los aumenlos de lemperalura esláu, Hsp 100, Lon, llsp70, ClpP, y GrpE, cuyas diferentes 
actividades son vi1ales para el mantenimiento de la bacteria. La Hsp IOO permite tolerar 
temperaturas cx1rc01as~ lfsp70 es wia proteína induciblc al calor, que se requiere para crecer 
y moderar las alias lempcraturas. Lon presenta aclividad de proleasa dependiente de ATP 
que degrada a dclcnninadas proteínas como SulA. UpP participa en la lisis de proleinas 
anonnalcs 11ue se forman por el cs1rés (l'arscll y Lindquisl. 1993; Yura et al, 1993). 
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De los sistemas :inlcs descritos. los dos l11i111os más que de rcp:m1c1011. son de 
protección y su acción nbarc11 no solamc111c el g1.•110111¡1 sino diversas cstmcwras celulurcs. 
Algunos procesos corno Ja fotorreactivación, SOS o la respuesta adaptati\'11 probablemente 
sólo actúen cuando hay daño genético. mientras que otros como la reparación ele regiones 
dispares intervienen tanto durante la duplicación del ADN corrigiendo eqnivocaciones de las 
polimerasas como disparidades (heteroduple.,es) que aparezcan al terminar el proceso <le 
reparación por recombinación. El que 1mo u otro actúe en un momento dado depende de las 
condiciones fisiológicas de la célula pero también del tipo de lesión presente en el genoma. 
Tal es el caso de los dimeros de pirimidina que son eliminados por la reparación por escisión 
de nucleótidos o las nt¡lluras en la doble banda del ADN que sólo por recombinación pueden 
corregirse. 
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4) ANTECEDENTES 

Utilizando el bacteriófago ~· Quillardet y Hofüung (1985) fusionaron el gen lacZ dentro 
de su/A, perteneciente a la vía SOS de E. co/i de tal manera que el producto del gen 
fusionado, la enzima fl-galactosidasa. se sintetizaba entonces junto con los de demás 
productos de los genes SOS. 

La actividad de esta enzima se detennina agregando un sustrato específico, que al ser 
bidrolizado da un color amarillo cuya intensidad se mide por espectrofotomctría a 420 nm de 
longitud de onda. Además de lacZ los investigadores introdujeron cambios en el gen de la 
fosfatasa alcalina volviéndolo constitutivo para que de esta manera sirviera como indicador 
de síntesis de proteínas en general y de supervivencia. La técnica, a la que se le denominó 
Cromoensayo (Chromotest), es una pmeba colorimétrica sensible al efecto genotó>dco de 
diversos agentes (Quillardet y Hofnnng, 1985). 

Posterionnente, éste y otros grupos de trabajo probaron que el cromoensayo detectaba 
también el daño genético provocado por diversos tipos de radiación ionizante (Quillardet et 
al, 198'l: Kozubck et al, l<l90) especialmente a dosis altas. Al mismo tiempo Breña et al 
( 1989) encontraron que a dosis menores (2 Gy de radiación gama) también se lograba 
inducir el sistema SOS en forma significativa. 

Con el propósito de sensihiliz.u el mét0<lo y asi poder detectar dosis de radiación todavía 
más bajas, se construyeron otras cepas con sensibilidad a dosis basta de 1 Gy. (Breña y 
Sennent 1991, 1992 y Scm1cnt. 1992). En la actualidad se tienen algunas cepas con defectos 
en diferentes genes como IN28 (red'\'.oxyR), IN99 (recB, oxyR), OGIOO (oxyR), PQ37 
(111•rA). Estas di!Crencias apane de sensibilizar al sistema, permiten además estudiar la 
importancia de divcr~os gene., de reparación y recombinación en 1a respuesta celular a la 
radiación. 

Continuando con esta linea de trabajo, en el presente estudio se construyeron cepas 
deficientes en los genes recO, rec.J y m:yR para detem1inar su sensibilidad al efecto letal de 
la radiación gama así como el grado de inducción de las fiu1ciones SOS y establecer así su 
posible participación cu la reparación de ADN dañado por la radiación ionizante. 
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HIPOTESIS 

Los genes de recombinación recJ y recO intervienen en procesos de 
recombinación y de reparación del ADN, mientras que oxyR regula la actividad de 
genes que protegen al genoma contra los daños producidos por oxidaciones. Al 
introducir defectos en los genes mencionados se espera obtener cepas con 
sensibilidad a radiación gama distinta de la que tienen las cepas silvestres. De ser 
así, esto ayudará a determinar la importancia de dichos genes en la respuesta celular 
al daño por radiación. 

OBJETIVO GENERAL 

Construir y aislar cepas de E. co/i sensibles a radiación iorúzante. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar la sensibilidad a radiación gamma de cepas con deficiencias en 
los genes recO, recJ y oxyR. · · · 

Detcm1inar la participación de estos genes en la supervivencia celular. 

Detenninar la influencia de estos genes en la inducción del sistema SOS a 
diversas dosis de radiación gamma. 

De ser posible, plantear un modelo en cuanto a la participación de dichos 
genes en la reparación del daño ocasionado ni ADN por la radiación ionizante. 
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METODOLOGIA 

Las cepas utilizadas a lo largo del trabajo se muestran en In tabla l. Sólo se 
especifican los genes defectuosos en reparaci<in y recornbinnción, así como la füsión la Z 
que 11ennite medir In actividad SOS. 

TABLA 1 
CEPAS DE E. coli MARCADORES PROCEDENCIA 

REU:VANTES 
1) C600 \V/ R. Appleyard. Pasadena 

2) PQ30 s11/A::m11d(Ap/ncZ) •,• • P. Quillardet. Paris 

3) PQ37 igual a PQ30 pero lll'rA • rfa P. Quillardet. Paris ··. 
4)0GIOO igual a PQJO pero o~)·R, P. Quillardet. Paris 

btuB 

5) IN28 igual a OG 100 pero J. Semient. t.N.l.N. México 
recN::TnlO • • 

6) IN99 igual a OG 100 pero J. Sermcnt. t.N.l.N. México 
recB::Tn 10 • • 

7) RDK1541 recO::Tn5 R. Kolodner. Iloston 

8) RDKl450 recJ::TnlO R. Kolodner. Boston 

9) INl64 igual a OGl 00 pero Este trabajo 
recJ::Tn 1 O • • • 

10) IN237 igual a PQ30 ¡mo Este trnhajo 
recO::Tn~ * * ,\; 

"Los 4 puntos(::) indican presencia de 1r.1nsposones (TntO o Tn5) de batteriófagos 

""'suJA·:.\Jud(AP tac.Z) Fusion de Ju,·/. a .,·u/. 1 por medio d~1 baclcriófago .\lucl el cual lleva la 
infonuación para confenr resistencia a amptc1l111a. 

""*Fusión del gen rt'c<J. 1vc:J par 1n:msposoncs TnlU o TnS. 

u\•rA, rJxy/?, rec.\', l'l!dJ. r1.•cl y rc:t'O son genes presuntamente implicados en mecanismos de 
recombinación~ reparnción o d~ proteccíón del daño g.enétíco. 
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CONSTRUCCION DE CEPAS DEFECTUOSAS EN LOS GENES 
recJyrecO. 

Para la constmcción de las nuevas cepas se transfirieron genes de bacterias donantes 
a receptoras mediante el procedimiento de transducción general por bacteriófagos. 

En E. coli se utilizó el fago P l (Miller, 1972). Este es un fago lítico que tiene la 
panicularidad de que aún cuando no lleve infomiación genética propia sino únicamente 
aquélla de la bacteria en la que creció, no pierde su capacidad de infectar a otras células. 
Se fonnan así las llamadas panículas trausductantes que al lle\•ar ADN bacteriano companen 
secuencias homólogas que pueden integrarse por recombinación, al genoma del hospedero 
bacteriano, trasfiriéndose así caracteres de una línea celular a otra. 

El método comenzó con la preparación de un lisado de fago PI que crece en las 
bacteria a panir de las cuales se quiere obtener material genético para transferir. 

PREPARACION DE LISADO DEL FAGO PI. 

Se sembró la bacteria donadora en medio Luria·Bertani (líquido}, se Incubó durante 
24 horas. Se tomó 0.6 mi de bacteria y 0.25 mi de una suspensión de fago PI (preparado a 
panir de E. coli C600 a concentración de 4.0 X 10' (pfc)*) por mi. Se incubó por 15 
minutos y se pasó la mezcla a wi matraz de 125 mi, conteniendo 10 mi de LB líquido + 
0.025 mi de KCI O.OS M. Se incubó de 3 a 4 horas hasta que ocurra la lisis, es cuando el 
líquido se observa casi totalmente transparente. 

Se agregó O. l a 0.2 rnl de clorofonno y se incubó con agitación durante 10 minutos, 
se centrifügó a 10000 re\'oluciones por minuto (r¡>m) a Sº C durante 10 minutos, se colectó 
el sobrenadante con wrn pipeta y se colocó en tubo estéril con tapón de rosca, agregando 
una gota de clorofornrn corno conservador. Se determinó la concentración de fago por 
titulación en E. coli C600. 

, 
" Particu1as formadoras de placa. 
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TITIJl,ACION DF.L FAGO PI. 

Se cultivó E. co/í C600 en medio líquido 1.11, durnllle 2~ horas y se prcparnron cajas 
con medio LB sólido. Se prepararon tubos de ensayo con Z ml de medio SM para hacer 
diluciones a concentraciones IXIO-'. IXIO--'. lXIO-", IXIO"'. IX10-•. f>ostcrionnentc se 
agregó O.l mi de bacteria C600 y O.I ml de las diluciones IXIO-•, 1x10-'. IXlO_, y se 
colocaron en baiio muhi-block a 37" C. A e/u de los tubos se agregó 2.5 mi de agar de 
superficie (previamente licuaúo y a temperatura de 45ºC), agitando perfectameme y se vació 
todo en las cajas con medio LB (sólido). Una vez que gclíficó se incubaron las cajas a 37° C, 
durante 24 horas y postcriom1entc se realizó el conteo de ¡1lacas de lisis para detenninar la 
concentración de fago por mi. 

TECNICA OE RECOMHINACION (TRANSDUCCION). 

Se preparó un cultivo de la bacteria receptora con el antibiótico adecuado y se 
incubó durante 24 horas. Se prepararon cajas con medio sólido LB selectivo, conteniendo 
los antibióticos que seleccionan contra las bacterias donadoras y las receptoras. Se 
centrifugó el cultivo de 24 horas a 10000 rpm y a 5° C durante JO minutos. se tomó el 
sobrenadante y se rcsuspcndieron las bacterias en solución MC. Se incubó durante 15 
minutos con agitación constante. Se mezclaron volúmenes iguales (O. 7 mi) de bacteria y de 
filgo a diluciones IXIO"', IXIO--'. IX JO ""y se incubó otros 5 minutos más. Se sembró 0.1 
mi de esta mezcla en e/u de las cajas y se incubaron de 24 a 48 horas a J7ºC. Se examinaron 
las cajas, se aislaron las colonias visibles, que son los presuntos transductantes. se sembraron 
en medio líquido y se incubaron por 24 hrs. Postcriorn1cntc se probó In ¡iresencia de los 
diferentes marcadores transducidos. 

PRUEBA A LA RAl>IOSENSIBILIDAO ll.\', 

Se prepararon cajas de LB (sólido) y se marcaron con divísione• para cada bacteria y 
para cada dosis. Con un capilar se tomaron alicuotas de los cultivos de presulllos 
transductantes, se sembraron a Jo largo de la marca en las ..;ajas y se secaron por 
aproximadamente 20 minutos. Se irradiaron con luz ultnníolcta a las dosis scfiala<las. Una 
vez expuestas se guardaron en cajas de cartón para evitar el paso de la luz visible y se 
incubaron durante 24 hora,. Todo este proceso se cfoctuú hajo luz roja. Se seleccionaron los 
transductantcs con mayor zona de inhibición para uti1i7.arse en las pnicbas subsiguientes. 
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD CON MITOMICINA C. 

La mitomicina C es un agente químico radiomimético, es decir, produce da11os 
similares a Jos de la rndiación. Se prepararon cajas de LB (sólido) sin antibiótico y se 
marcaron las cajas con 4 divisiones (cada división corresponde a una bacteria). A las cajas 
se agregó, por medio de un capilar, mitomicina C (MMC) a 200 ¡1g/ml, en forrna transversal 
a donde van los cultivos de bacterias y buffer de fosfato O.O 1 M como 1estigo. Se dejaron 
secar en Ja incubadora durante 20 minutos. Al igual que en el caso anterior, •e tomaron 
alícuotas de los cultivos, se sembraron a Jo largo de la marca en la caja. Se secaron duranle 
20 minutos y postcriom1cn1e fueron incubados durante 24 horas a 37° C. Los transductantes 
con mayor zona de inhibición son los que se utilizaron en las siguientes pruebas ya que esto 
es indicio de mayor sensibilidad a la radiación. 

OBTENCION DE COLONIAS AISLADAS. 

Se prepararon cajas con LB sólido y Jos antibióticos adecuados y tubos con 2 mi de 
buffer de fosfato (0.01 M). Se prepararon diluciones JXIO-'. JXIO"", IXIO-•, a partir del 
cultivo usado para las pruebas con UV y MMC. Se sembró 0.1 mi de Ja dilución menos 
concentrada, en cajas con LB sólido y se incubó durante 24 horas. 

ENSAYO DE MARCADOR DE FOSl'ATASA ALCALINA. 

En una caja petri se puso un volumen pequeño de solución de PNPP que es el 
substrato de Ja fosfatasa alcalina y a continuación se colocó un disco de papel fillrn paro 
humedecerlo con esta solución. Se tomó el disco y se pasó a una de las cajas incubadas 24 
horas donde hay colonias aisladas. Transcurridos 5 minutos se examinó el papel y si 
aparece color amarillo en Jos sitios correspondientes a las colonias significa que el marcador 
piro(' e•1á presente en la bacteria. 
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ENSAYO CUALITATIVO DE D-GALACTOSIDASA. 

Del mismo cultivo usado para todas las pruebas anteriores se tomó O.OS mi de 
bacteria. se agregó a 4 mi de LD liquido y se incubó a 37° C con agitación constante hasta 
alcanzar la fose de crecimiento logarítmico medio (aproximadame11te a las 2 horas). Cuando 
esto ocurre la lectura en el espectrofotómetro a 600 11111 es de 0.5. Mientras ta11to se 
prepararo11 4 tubos co11 1 mi de bacteria cadn w10 de la siguie11te mallera : 1) bacteria sola, 
2) bacteria + 2 % de lactosa, 3) bacteria + O.O 1 mi de mi!omicina a 2. 7 mg/1111, 4) bacteria + 
lactosa (2 %) + 0.01 mi de mitomicina (2.7 mglml). Se incubó con agitación constante 24 
horas y a co11ti11uació11 se agregó indicador de azul de bromotimol. Si el patrón de 
coloració11 co11cuerda con lo i11dicado e11 la Tabla 2 significa que el marcador /acZ está 
asociado al sistema SOS. 

TABLA 2 
CEPAS BAC. UAC.+ LA BAC.+ MMC. BAC+ LAC+MCC 

OGIOO AZUL AZUL AZUL AMARILLO 

IN164 AZUL AZUL AZUL AMARILLO 

JN237 AZUL AZUL AZUL AMARILLO 

RDK1541 AZUL AZUL AZUL AZUL 

BAC. = Bacteria. DAC. + LAC. Bacteria + Lactosa. BAC. + MMC. 
Bacteria + Mitornicina. BAC. + LAC. + l\ll\IC. = Bacteria ~ Lactosa + Bacteria. 

ENSAYO DE SENSIBILIDAD AL EFECTO LETAL DE LA RADJACION 
IONIZANTE. 

Se preparó un cultivo líquido t!e 24 horas con los correspondientes antibióticos, cajas 
con Lll (sólido), tubos de c11sayo co11 fosfato 0.01 M y se colocaron en refiigeración. Se 
centrifugaron las bacterias a 10000 rpm a 5º C durante 10 minutos, se tiró el sobrenadante, 
se agregó un volumen igual de fosfato O.O l M y se rcsuspendió el botón de bacterias. Se 
prepararon tubos de vidrio con tapún de baquelita (0.5 X 10 cm) y se marcaron para indicar 
las diferentes dosis de radiación. Se agregó a cada tubo 2 mi de suspensión de bacterias. Se 
irradiaron las bacterias a diferentes dosi~ de radiacióu gamma, utilizando una fuente de 
cobalto t>O (los tiempos de irradiación se calcularon en función de la razón de dosis de la 
fueme) en Oy / rnin. Se efectuaron las diluciones de los cultivos irradiados 1X1 o-', 1X10-<, 
IX10 1

'. parn cada 11110 de los trat<llllicntos y sqüm la do!-iis se sembró O. 1 mi de cada 
dihH:iún en Jas l.'íljas con l.B. Sc iucuh;1rnn durante 24 huras y se contaron las colonias 
sobreviricnrcs. El porcentaje dc !->Ohrcvi\'c11cia se ohluro dh idicndo c1 rcsuJtado de las 
muestras lntlitclas 1..•111rc el del testigo sin raJiadón. 
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ENSAYO DE Sf,;NSIUILIDAD AL EFECTO LETAL OE LA RADIACION 
ULTRAVIOLETA 

Se scmbrnron bacterias en Lll liquido durante 24 horas y se prepararon cajas con LD 
(sólido). Se tomaron 0.3 ml de bacteria y se colocaron en un matraz de 125 mi conteniendo 
1 Z mi de LD liquido. Se incubaron con agitación constante hasta alcanzar la fase logarilmica 
media (A''"'= 0.5). Se prepararon tubos de ensayo con 2 mi de P04 0.01 M para las 4 
diluciones. Se centrifugaron las bacrerias a 10000 rpm a 5° C durante 10 minutos y se tiró el 
sobreuadante. Se agregó 101 volumen igual de PO, O.Ol M y se resuspendió por medio del 
agitador Vortex. A panir de este momento todo se realizó bajo luz infrarroja. Se tomaron 
l.5 mi de bacteria y se colocaron en cajas pelri de 5 cm de diámetro (una por dosis). Se 
irradiaron las cajas con lu7. ultravioleta con agi1ación rotatoria y se efectuaron las respectivas 
diluciones, según la dosis se sembró 0.1 mi de bacreria en las cajas con medio de Luria 
sólido. Una vez sembradas se guardaron en cajas de callón para evitar el paso de la luz 
visible, se incubaron durante 24 horas y se contaron las colonias sobrevivientes. El 
porcentaje de sobrevivenci11 se obtuvo dividiendo el resultado de las muestras tratadas entre 
el del testigo sin radiación. 

CROMOENSA YO 
(INDLJCCION DE SOS POR RADIACION GAMA) 

A panir de un cultivo líquido de 2.J horas se semhró 0.3 mi de bacteria en un matraz 
de 125 mi conteniendo 12 mi de LB liquido. Se incubó con agitación constante hasta 
alcan7.ar la fase logaritrnica media (Ar"'= 0.S ). Se centrifugaron las bacterias a 10000 rpm a 
5º C durante JO minutos, se tiró el sol>renadante y se agregó un volumen igual de fosfato 
O.O 1 M para resuspendcr el botón de bacterias. Se prepararon rnbos con tapón de baquelita 
(0.5 X 10 cm) y se marcaron para indicar las diferentes dosis de radiación. A cada tubo se 
agregó 2 1111 de suspensión de bacterias. Se irradiaron las bacterias a diferentes dosis de 
radiación gama, utiJi7..ando la fücntc de cobaho 60 (1os tiempos de irradiación son en fwición 
de Ja razón de dosis di! la fuente). Se tonHl una mucslra de bacterias irradiadas y se diluyó 
1:10 en medio LB líquido. se int:uhú 2 horas a 37'"' C. En tuhos de ensayo con 2.5 mi de 
buffer específico para cada cruima. O.S 1111 de suhstrato específico para cada enzima (para fi .. 
ga1actosidasa es ONPG y para fosfotasa ;1kali11a. PNJ>P) se colocaron 0.3 rnJ de bacteria. Se 
incubó todo a 37" C hasta que apareció el color amarillo en el medio y se midió la 
absorbancia a 420 nm. ( E1 tiempo es \'ariable, scgUn los requerimientos del experimento) La 
relación entre las actividades de íl-galactosidasa y fusfatasa alcalina se C:\]Jresa en el factor 
R, que indka el grado de cstimulaciim del si>1cma SOS: de acuerdo a la siguiente formula: 

Abs .,. n gal. ~ t. Fa. 
FR= 

Abs .,. F:t. X t. n gal. 
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En donde : Ah~ "" IJ gal. = Absurbancia a 420 n111 por acc1on de la enzima ll· 
galactosidnsn sohre el substrato. Abs "° Fu. = Absorbancin a -120 nm pur acción de la 
enzima fosfotasa alcalina sobre el suhstrnto. t. 11 gal. = Tiempo de aparición del color 
amarillo de la enzima ll-galactnsidasa. t. Fa.= Tiempo de aparición del color amarillo de la 
enzima fosfi11asa :ilcalina. 

El cociente entre el factor R de In muestra tratada y el del testigo sin tratamiento 
representa el factor de inducción ( FI ) y graficando dosis contra FI se obtiené la curva de 
dosis-respuesta. 

Utili7.ando la metodología anterior se realizó la cinética enzimática para detenninar el 
tiempo de incubación postirradiación más adecuado para lograr el máximo de inducción de 
las fimciones SOS. Se realiznron éstos utilizando una sola dosis de radiación y diferentes 
tienqms de incubación. , 

Los medios utilizados en la metodología asl como su elaboración se muestran en el 
apéndice. 
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8) RESULTADOS. 

En la figura 12 se observa la respuesto de los transductantes construidos, IN237 recO e 
IN 164 recJ. oxyR al efecto letal de la radiación gama en comparación con la de las cepa 
progenitoras y otras más yn probadas anteriom1ente. De acuerdo a la teoría del blanco 
(Casnrett, 1968) la cual postula que cuando el número de golpes o eventos de radiación 
equivale ni de blancos (células, ADN. etc.) e-'= 0.37 o DL (dosis letal), que en la curva es 
el 37% de sobrcvivencia. se obsc1va que la cepa PQ30 es la más resistente con wia DL:i1 de 
3 50 Gy. seguida de OG 100 con w1a DL" de 190 Gy e IN28 de 140 Gy. En las demás cepas, 
incluyendo a los nuevos transdnctantes las DL.11 están por debajo de los 140 Gy, siguiendo 
RDK1450 120 Gy, RDKl541 l IO Gy. lN164 100 Gy e IN237 60 Gy y finalmente con In 
DL" más baja de sólo Gy para !N99 (tabla No.3 ). 

Figura 12. Comparación entre la supervivencia a la 
radiacion de las cepas construidas y de 
otras ya antetionnente probadas. 
Razón de dosis de t 6. 4 Gy/min. 

Cepas • PQJO (wl) 
• OGIOO (oxyR). 
• IN28 (nryR, rec.V). 
+ PQJ7 (11vrA). 
O RDKl450 (rec.I). 
A RDKt541 (red)). 
e IN164 (oryR, recJ). 
(> IN237 (recO). 
A IN99 ( oryR, reclJ). 

(1'""--t--t---t---t---+--+------ Dada (Cy) 
)O 100 lSU 200 2SO. lUO 
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Tabla No. 3 DL\7 en cepas con deficicncins en diversos genes. 1 
PQJ7 (111•rA), 00100 (oxyR), IN28 (oxyR, rec1\1. IN99 (oxyR. recB), IN164 1 
(recJ), IN237 (oxyR. recO) y PQJO (11·1).), 

CEPA GENES Dl.J7 (Gy) 

l'QJO WI 350 

PQ37 11vrA 120 

OGIOO oxyR 190 

IN99 oxyR, recB 20 

IN28 oxyR, recN 140 

IN164 oxyR, recJ 60 

IN237 recO so 
RDKIS41 recO 110 

RDK1450 recJ 120 

Una vez obtenidos los datos de sobrevivcncia se procedió a efectuar experimentos de 
cinética enzimática. Se obseiva que en INl64 el máximo de inducción SOS se alcanza a los 
60 minutos, mientras que en la cepa IN237 este máximo se da a los 75 minutos (figura 13 
a.)., el tiempo de IN164 coucnerda con los testigos IN28, OGIOO y PQJO, pero no con 
PQ37 y con respecto a IN237, ésta no concuerda con ningwio de los testigos (figura 13). 

Una vez determinado el tiempo óptimo de incubación postirradiación, se efectuaron 
irradiaciones a 2 razones de dosis: alta ( 10.5 Gy/min) y baja (3.6 Gy/min). la tabla No. 6 
muestra los tiempos de irradiación para las dos razones de dosis. Los resultados a razón de 
dosis aira indican que cu el intervalo de 4 a 128 Gy. tanto en la cepa 1Nl64 corno JN237 
lrny bajos valores de inducción SOS en comparación con las demás. Estos aumentan a panir 
de los 250 Gy, hasta alcanzar un factor de inducción de 27.6 il 1000 Gy en 1Nl64 y 22.8 en 
IN237 (figura 14, tabla No.4). El cornponamicnto es similar a razón de dosis baja (figura 15, 
tabla No.5) y en ambos casos se observa que ambas cepas a prueba son poco inducibles y 
<JUC Ja razón de dosis no influye en la respuesta. 
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a) 

"º "" '" 
SOSF.f. 

to b) 

Figura JJ. Factor de inducción de SOS en función del tiempo de incubación 
postirradiación a 250 Gy, a razón de dosis de JO.S Gylmin a) Cepas construidas 
• IN237.• IN164. b) Cepas testigo +PQJ7,'l'IN28.•0GIOO, e PQJO 

Tabla No,4 Valores de inducción SOS a razón de dosis alta (10.S Gy /mio). 
OOSIS(G~1 l F.R. INJ6-1 FJ. SOS JN!h4 F.R IN237 F.I. sos IN2J7 

X n X n X D X D 

o 0.10 0.02 l o O.JO 0.01 1 o 
4 0.23 0.07 2.3 0.28 0.21 0.04 2.1 0.10 
8 0.27 0.02 2.7 0.66 0.24 0.02 2.4 0.03 

16 0.31 0.05 3.1 0.61 0.26 0.02 2.6 0.06 
32 0.35 O.O<l 3.5 0.25 0.27 0.27 2.7 0.16 
64 0.38 0.11 3.8 0.23 0.34 0.32 3.4 0.24 
128 0.41 0.18 .\.1 0.30 0.49 0.32 4.9 0.33 
250 0.65 0.20 ó.5 0.32 0.52 0.34 5.2 0.34 
sao 1.64 0.21 16.4 0.31 1.33 0.35 13.3 0.36 
1000 2.76 0.23 27.6 0.34 2.28 0.36 22.8 0.37 

1 
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sos r.1. 

'º 

!O 

Figura 14. Inducción de fas funciones SOS a razón de dosis afta (10,S Gy/min). 
Cepas construidas .. IN237," !NI 64. Cepos lestigoO;fN28,. OG 'ºº· +PQJ7, • PQJO. 

Tabla No. 5 Valores de inducción de SOS a razón de dosis (3.6 Gy/min), 
IJ<JSIS(CJy) F.R. INl64 F. l. sos INl64 F. R. IN2J7 f.I. sos IN237 

X n X b X • X " o 0.24 0.05 1 o 0.25 0.03 1 o 
2 0.33 0.14 1.4 0.2ó 0.27 0.04 1.1 0.06 
4 0.40 0.12 1.7 0.15 0,37 0.06 1.5 0.15 
8 0.48 0.17 2.0 0.23 0,39 0.05 1.6 0.23 

16 0.51 o. 18 2.1 0.26 0.61 0.11 2.0 0.20 
32 0.68 0.02 2.2 0.1 0.77 0.01 2. 1 0.05 
64 0.83 0.01 2.5 0.05 0.83 0.01 2.3 0.04 

128 0.88 o 2.6 0.06 0.85 0.005 2.4 o 
250 0.92 0.01 2.8 o 0.89 0.005 2.6 0.11 
500 1.73 0.007 7.2 0.3 1.67 0.007 6.7 0.3 
1000 1.93 0.007 8.1 OA 1.84 0.007 7.4 0.2 

JS 
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Figura IS. lt1ducción de las funciones SOS a razón de dosis baja (3.6 Gy/min). 
Cepas C<>nstruidas A IN 164. o IN23 7. Cep.is lestigoJ&- IN28. • OG 1 OO. e PQJ 7, + PQJO. 

Tabla No. 6 Tiempos de irradiación a razones ~e dosis alta y baja. 
1 Fuentes de Co•• ( Gamma-ccll) y ( Vick-rad ) 

DOSIS (Gy) VICK-RAD DOSIS BAJA GAMMA-CELL DOSIS 
ALTA 

2 o: 00 : 35 o: 00: 14 
4 O: 01 . 10 o:ºº: 28 
8 o :02 : 20 o:ºº: 56 

16 o· 04 . 40 o: 01: 52 
32 O: (J9 . 20 0:03:04 
34 o 18 : 40 o: 06: 08 
128 o 37 . 20 o: 12: 16 
250 1: 14 40 o: 24: 15 
500 2 : 29 : 20 o: 48: 30 
1000 4 : 58 : 40 1: 37: ºº -· 
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En la metodología original (Quillardet y Hofüuug, 1985) se establece que el potencial de 
inducción SOS (Pisos) es la pendiente de la curva en Wl intervalo de dosis determinado e 
indica el grado de genotoxieidad de Wl agente. En el caso de este trabajo, el Pisos indica la 
radiosensibilidad de la cepa en función de las distintas deficiencias de reparación. Los 
potenciales de inducción a 8 Gy indican que la cepa más inducible es la IN28 y en orden 
creciente OGIOO, PQ37, IN99, lN164, IN237, hasta PQ30 (tabla No.7). 

Tabla No. 7 Comparación entre el potencial de inducción SOS (Pisos) y la dosis 
mínima de doblaje (DMD) a dos dosis y dos razones de dosis en diferentes cepas. 

ROA ( Razón de dosis alta) RDB ( Razón de dosis baja) 
CEPA Pisos acy Pisos -.c7 Pisos BCy Pisos MCy DMD sos DMD sos 

ROA RDA RDD RDA RDA RDB 

P030 0.18 0.078 0.18 0.090 16 9 
PQ37 0.31 0.16 0.48 0.125 5 7 

OGIOO o.so 0.20 0.30 0.18 s 6 
IN28 1.87 0.64 0.62 0.25 1 1 

1Nl64 0.25 0.039 0.33 0.059 4 8 
IN237 0.20 0.035 0.30 0.053 4 9 
IN99 0.25 0.10 ............... ----- 9 ... 
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9) DISCUSION 

LETALIDAP : Al compnrar la supe1vivencia a la radiación entre las cepas construidas y 
otras ya probadas, en función de las deficiencias en los sistemas de reparación o protección 
defectuosos, se observa que la sensibilidad expresada en DL.11 es : PQJO (wt) > OGIOO 
(ozyR) > 1N28 (o:cyR,recN) > PQ37 (uvrA) > IN 164 (oxyR,recJ) > IN237 (recO) > IN99 
(ozyR,recB), 

De acuerdo a estos datos se nota que los genes uvrA y oxyR no participan ea forma 
importante en Ja reparación de las rupturas dobles, principales responsables de la muerte 
celular. Esto confirma lo ya reportado para uvrA, que es un gen que repara los daños por luz 
UV y otros agentes qulmicos pero no las rupturas dobles producidas por radiación ionizante 
(Sargentini y Smitb, 1986). Sin embargo, PQ37 no es tan resistente como PQ30 por Jo cual 
el gen uvrA debe tener participación en la reparación de otro tipo de daños en las bases o en 
los nucleótidos (Hurts y Nasim, 1984). 

En seguida se observa que con excepción de recN cuyos efectos ya se discutieron en otro 
trabajo (Sem1ent, 1992) los demás genes rec tienen una importancia creciente. De acuerdo a 
diversos autores (1l1oms, 1988; Lloyd, 1988; 1991; Clark, 1991; Lovett y Kolodoer, 1991; 
Haggert y Lovett, 1993; Asai, 1994; Luisi-Deluca y Kolodner, 1994 y Sawitzke, 1994) la 
reparación de las rupturas dobles requiere de la participación de recA, recB, recN y los más 
importantes son recA y recB, lo que se confirma para este último en la figura 12. Sin 
embargo el echo de que las cepas recO y recJ sean más sensibles indica una posible 
participación. 

El gen oxyR. que regula la lranscripciün de proteinas relacionadas con la eliminación de 
radicales o~idantes como el 011. y otros, tiene un papel imponante en la respuesta celular al 
efecto indirecto de la rndiadón (Lalleur y Retel, 1993). Sin embargo como hay cierta 
transcripción basal de todos estos genes. la deficiencia de oxyR no llega a ser de gran 
relevancia en la supervivencia al dalio por radiación ionizante (figura 12). 

La cinética de inducción de SOS alcanza el máximo a los 60 minutos en IN 164 (recJ) y a 
los 75 minutos en IN237 (red)). La primera concuerda con lo obtenido por Serment (1992) 
en donde este es similar al de PQJO (11'/), OGIOO (oxyR) e IN28 (recN). PQ37 y IN237 son 
más lentr1s. lo que iudica tJUC 111rA y recO posiblemente participen. al menos parcialmente, 
en el proceso de inducción SOS que de acuerdo a Waller ( l 987) se inicia a partir de la 
presencia en el AIJN de regiones de una sola banda. 

Se utilizaron 2 rnzone:-. de dosis para Jctenninar hasta qué punto 1os genes 
defectuosos influyen en la reparación de las lesiones o en la señal de indución SOS. En 
trabajos anteriores se observó que a razones de dosis bajas, una vez activado SOS, había un 
interv"lo en el que aunque la dosis aumcn1arn. el nivel SOS se mantenia estable, indicando 
que no había incrc111en10 del daño. Se pensil entonces que esto podía deberse a un 
mecanismo qu~ reparaba las lesiones a medida que se producían y cuyo efecto se 
manifestaba a 1icmpos largos de irradiación. 
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Tanto a In rozón de dosis baja como a la alta, se notn que eu el intervalo que va de O 
a 10 Gy, PQ30 (wr) y las dos cepas con•1midas presentan poca inducción, que apenas rebasa 
el mínimo significativo de 2. Esta tendencia continita en aquéllas. pero no en PQ30, hasta los 
2SO Gy en donde nuevamente aumenta. Aun cuando hay cie110 grado de activación SOS ya 
desde los 8 Gy, el hecho de que ésta no numeote con la dosis, podría atribuirse a las 
delicicncins de real y de recO. RecJ posee actividad de exonueleasa 5'---:--3' especificamentc 
sobre moléculas lineares de ADN, dando lugar a fragmentos largos de una sola bnndn 
(Sargentini y Smith, 1986). Otros autores (Wang, 1988; Tseng, 1994) le atribuyen una 
fimción complementaria con RecDCD. contribuyendo al desplazamiento y degradación de 
una de las bandas de ADN proporcionando asi el substrato adecuado para RecA. En cambio 
rccO es un promotor eficiente de la recombinación (Lloyd et al, 1987), además de fomentar 
la rcnaturalización complementaria de ADN y contrarrestar la afinidad de la proteína SSD 
(single-strand binding) por el ADN de una banda (Umezu et al, 1993 ). De acuerdo a lo 
anterior es posible que ambos panícipen en la integración de la señal de iniciación de la 
respuesta SOS ya que las rupturas dobles no son inductores directos de ésta. Para explicar 
esta hipótesis se propone el siguiente módelo téntativo. (Figura 16.) 

Al haber en el AON da11os que se traducen en la aparición de regiones de una banda, 
se produce una señal que pro\'oca un cambio en la proteína RecA agregando a sus funciones 
nonnales de rccombinasa, las de proteasa, que dcstrnye así al represor LexA~ para iniciar la 
transcripción de los genes SOS. No obstante las rupturas dobles deben ser previamente 
procesadas para provocar el c11mbio en recA. Este: procesamiento se efectúa por la acción 
cxonuclcolitica ele l'l'cB junto con recJ c¡uc producirfo regiones de una banda. /11 ritro se ha 
demostrado que Reci\ se actha ante AON de una han.ta. que es al parecer la seílal de 
inducción (Craig y Robe11s. 1981: Walkcr. l 984 ). l.a proteína SSD tiene gran afinidad por 
ADN tanto de doble como de banda sencilla (Luisi-DeLuca y Kolodner, 1994; Sandler, 
1994: Sandler y Cla1k. 1994) lo que en cie11a fom1a impide que RecA se adhiera al ADN 
para activarse y poder así iniciar las funciones SOS (Pctcrson y Mount. 1493). Se .!tllpone 
ernonccs que RecO junto con RccA daplaz.aria a SSIJ. para qnc aquella se una al ADN de 
una banda, y se acth·c como protct1sa. 1\1 no estar presente el g.c11 recO. no podrá colaborar 
en el desplazamiento de la pro1eí1rn SSB. y por ~onsip.uicntc los niveles de SOS serán más 
bajos con respecto a los de la5. demás cep:1s. En lo que respecta a la inducción SOS inicial, 
que se obsc"'ª a dosis relativamente bajas, probahlcmcntc Sl! debe a rupturas sencillas del 
ADN ocasionadas por la producción de la radiólisis del agua 

Así el modelo propuesto en este trahajo para la inducción de SOS. concnrdaria con la 
lúpótesis propuesta por Umcm ( 19ll3 ): Sandlcr. IJmczu y Kolodncr ( 1994 ). Hegde et al 
( l 99S) y Whitby y Lloyd ( 1995) para recombinación, donde se propone qne RecJ y 
RecBCO proporcionan el substrato para RccA y que RecO junto con RecR y RecF 
participen en el dcspJa7.amicnto de SSB. Las deficiencias en cualquiera de estos dos genes 
se manifestarian en una baja inducción de las funciones SOS (figura 14 y IS) y posiblemente 
menores niveles de recombinación. 
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8) -~~~~~~~~~~-
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RecA O l 

w 
~ 

complejo RecA, R!, RecR, SSB 

ISSB desplauda . ~ ~~.---
~ 

Recombin.1c1ón SOS( 1 J 

Figura 16. Modelo basado en la propuesta dl' Umezu y Kolodner (1994) para recombinación y 
reparación por recombinación 1) Daño en el ADN por radlac1ón gamma. 2J rup1ura de doble banda 
en eJ ADN, 3) y 4) RecBCD y RecJ se adJuerena una de las rupturas, 5) ambos se desplazan, 6) en el 
despl~miento van degradando nuclcótidos, 7) al llegar al sitio Ji se mactJva, 8) la proteína SSB se 
adhiere al ADNdeunabmw. QJy IO) RecO y RecRseincorporanaJADNdeunabanda llJse 
incorpora a SSB, despla4i.ndola y pennitiendo la entrada de Rec~ J 2) se forma un complejo RecA. 
RecO, RecR. SSB, l l J el complejo RecA. RecO. RecR, desplaza tolaln.,nte a SSB y 14) se produce la 
se11al para recombmac1ón o SOS ( ? ) falta comprobarse expmrnentalmente. 

9) 

10) 

11) 

12) 

13) 

14) 
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IO) CONCLUSIONES. 

1.- Se construyeron mutantes de E. c~li con defectos en los genes de recombinación 
y reparación recO y recJ,, y de protección contra los d,atlos por oxidación (oxyR) cuya 
sensibilidad a la radiación ioni7.ante es mayor qn,e la de la cepa ~ilvestre. , , 

'-'",:· 

2.- La deficiencia en el gen oxyR parcceÍe1ler pocápartlclpación en la supervivencia 
a la radiación gamma. , , " , , 

-~. : .- ' :~.:,,-" ': 

3.- Los bajos niveles de inducció1Í SOS en las cepas coi1stlllid8s 'se deben a la 
deficiencia en los genes recO y rec.J, ' 

4.- Se propone un m~delo que plautea la participación conjunta de los, genes recJ, 
recO y otros genes (recA, recB) en' el mecanismo de inducción SOS por dosis altas de 
radiación ionizante. , 

S.- La inducción SOS a dosis bajas es resultado de rupturas sencillas en el ADN que 
no requieren de la participación de recO y recJ para que ocurra dicha inducción. 
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APENDICE 

REACTIVOS: 

- l\1itomlclna C. 

- ONPG (0-nitrofcnil galactopiranosn) 

ONPG 
Na2HPO• (0.1 M) 
NaH2PO• (0.1 M) 

• PNPP (p-nitrofenil fosfato) 

PNPP 
AmortigÚador P 

MEDIOS SOLIDOS : 

-Luria *" 

Peptona biotriptasa 
Extracto de levadura 
NaCI 
Agar bacteriológico 
Agua bidestilada 

- R-to1>·Agar** 

Peptona biotriptasa 
Extracto de levadura 
NaCI 
Agar bacteriológico 
Agua bldestilada 

4 rngfrnl. 

400 rng. 
61 mi. 
39ml. 

4 rngfml. 

400mg. 
100 mi. 

10.0 g. 
s.o g. 

10.0g. 
12.0g. 

1000 mi. 

10.0g. 
l.Og. 
8.0g. 
8.0g. 

IOOOml. 

Después de esterilizar fue enriquecido con 2ml de CaCb lM y 5ml de glucosa al 20%. 
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ESTA TESIS 
'1AU~ DE lA 

NO rrn:: 
&IBlWíft;.., 

l\IEDIOS LIQUIDOS : 

.. Luria** 

-l\IC 

l'ep1011a biotriplasa 
Extracto de lcvnuura 
NaCI . 
Agua bidcstiladn 

MgSO< lM 
CaCb IM 

·Agua bidcstilada 

NaCI 
Gelatina 
Agua bidestilada 

!O.O g. 
5.0 g. 

10.0 g. 
IOOOml. 

lml. 
O.OS mi. 

9ml. 

3.85 g. 
o.s g. 

480 mi. 

Después de cstcriliur fue enriquecido con Sml de tris .tM pH. 7.4 y 2 mi de MgSO<. 

- MgSO< ll\1"" 

MgS04.7H20 
Agua bidestilada 

-CaCb 11\1** 

-Tris lM"* 

CaCb 
Agua bidestilada 

Trilúdroximetilamino 
metano pH 7.4 .. 
Agua bidestilada 

61,62g. 
250ml. 

111.0 g. 
IOOOml. 

121 g. 
IOOOml. 

••Se esteriliza en autoclave durante 20 tninntos a 120 C con 20 libras de presión. 
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• Amortiguador ll (para ll-galactosidasa). 

Na2HPO• 
NaH>PO• 
KCI 
MgS0•.7H20 
sos . 
B-merciptoetanol 

Se ajusta a pH 7 y se afora a 1 litro. 

2.7ml. 

• Amortiguador P (para fosfa1asa alcalina). 

Tris (hidroidrnetilamino 
metano) (C•HnNOJ) 
sos 

Se ajusta a pH 8.8 y se afora a t litro. 

121 g. 
1 g. 

16.1 g. 
5.S g. 

0.75 g. 
0.25 g. 

1 g.. 

so 
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